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摘要:为了解环境因素对质粒 DNA热处理效率的影响以及热处理过程的有效性和安全性,以 pET-28b质粒为材料,采用定量 PCR技术结合质

粒转化等方法分析了 pH、NaC l、牛血清白蛋白 ( BSA )及 EDTA浓度等因素对质粒 DNA热处理的影响.结果表明, N aC l、BSA及 EDTA的存在对

热处理过程中的质粒 DNA具有保护作用,且保护作用依次增强.在纯水中热处理 30m in后的质粒 DNA可扩增的片段数仅是在 0. 1%的 EDTA

中热处理 30m in后质粒 DNA可扩增片段数目的 1. 7% .由于生物实验室废水中通常含有上述有机或无机物质,因此,实际热处理过程中质粒

DNA的降解半衰期可能远长于先前报道的 2. 7~ 4m in,残留的转化活性也可能更高,这必须引起我们高度关注.但是,研究结果也表明,酸性条

件下的热处理能加速质粒 DNA的失活和降解,因此建议热处理过程可在弱酸性条件下完成,以强化其处理效果.
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Abstract: The m ain m ethod for treat ing w as tewater con taining recom b inan t DNA from b iological laboratories is heating at 100e for 3 ~ 5 m in. The

treatm en t eff iciency of th e w aste recom b inan t gen e fragm en ts can be interfered w ith by m u lt ip le factors, so it is im portant to figure ou t the imp acts of

differen t env ironm en tal factors on the decay eff iciency of p lasm id DNA during th e th erm o-treatm en t process. Plasm id pET-28b w as u sed as an exam ple to

investigate the decay eff iciency during the thermo-treatm en t p rocess under d ifferent cond itions includ ing pH and d ifferen t NaC l、bov ine serum album in

( BSA) and EDTA con cen trations. Qu ant itat ive PCR p lus p lasm id transformat ion technology w ere u sed tom easure the effect iveness of the treatm en t. The

experim en tal resu lts show ed that low pH condit ion s promote the decay of plasm id DNA during the therm o-treatm ent process. N aC ,l BSA and esp ecial ly

EDTA all protect the DNA from being degraded. The numb er of temp late cop ies of p lasm id DNA rem ain ing after th erm o-treat ing in d ist illed w ater for 30

m in w as 1. 7% of that in 1% (W /V ) EDTA solu tion. Th e w astew ater from b iological laboratories u sually con ta ins the above-m en tioned organ ic and

inorgan icm aterials. So the hal-f l ife of p lasm id DNA during th erm o-treatm ent cou ld b e longer th an 2. 7~ 4 m in in practical s ituations, sugges ting w e mu st

pay atten tion to th is poss ib ility.

Keyw ords: therm o-treatm ent; p lasm id DNA; decay; env ironm en tal factors; transformat ion; rea-l t im e PCR

1 引言 ( Introduction)

随着现代生物技术的高速发展,生物技术实验

室和生产企业普遍使用和排放一些含有细菌病毒、

生物毒素以及重组 DNA和蛋白等活性物质的废弃

物 (废水 ) , 由此产生了所谓的生物性污染物. 这些

生物性污染物质的排放可能会对生态环境产生一

定的影响, 部分污染物质的危害可能十分严重.

SARS爆发后, 我国全面加强了生物实验室的安全

管理和废弃物的处置, 并已采取了一系列相应措施
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(卢英方等, 2003) . 对于固体生物性废弃物的处置

手段主要包括热处理法、化学消毒法和辐照法. 其

中应用最为广泛的是热处理法, 而热处理法中的中

热和高热处理法因技术要求较高、成本昂贵而没有

得到大规模应用.我国目前对于固体生物性废弃物

仍采用处理温度在 93 ~ 177e 的低热处理法. 分子

生物学、医学和微生物学各类实验室的固体废弃物

会在 130 kPa、121e 条件下维持 20 m in来杀灭微生

物 (陈扬等, 2005) .但是, 对于含有生物性污染物的

废水由于体积庞大,通常只做一般的预处理后就排

放下水道.目前, 对于存在于生物实验室废水中的

废弃重组质粒 DNA的排放可能造成的生态危害尚

未引起足够重视.

游离的 DNA可以在生态环境中存在相当长的

时间.有研究表明,胞外 DNA可以通过阳离子架桥

作用附着到土壤矿物质和腐殖酸上, 并有可能转移

到感受态细菌内并进入微生物的 DNA循环 ( Levy-

Broo th et al. , 2007). 同时, 用 PCR和 Sou thern杂交

的方法也证明了微宇宙中胞外的游离 DNA可以保

持很长时间不被降解 ( N ie lsen et al. , 2007). 为此,

李梦南等 ( 2007)提出了生物实验室废弃的重组

DNA也是一种生物性污染物, 其向自然环境的排放

有可能导致基因转移, 进而危害生态系统基因库的

多样性. 上海市科委与环保局的联合调查显示

( 2006) ,目前上海市生物实验室产生的固体生物性

废弃物往往有专门的回收和处置途径,而实验室的

生物性废水通常只经过 100e 煮沸 3~ 5m in后排放

下水道,或无任何预处理措施而直接排放. 李梦南、

王磊等 ( 2008)的研究已证实, 目前常用的针对生物

实验室废水的 100e 热处理过程难以彻底消解、破

坏水中废弃的重组质粒 DNA, 热处理质粒 DNA的

降解半衰期约为 2. 7~ 4m in, 即使热处理 60m in其

仍具有一定的生物活性.

但是,上述热降解实验主要在纯水中进行的,

而生物实验室废水成分复杂, 往往含有多种有机物

和无机离子或存在一些其他极端环境条件. 有关调

查也显示 (上海市科委, 环保局 2006) , 生物实验室

废水中除了含有废弃的重组 DNA片段外,往往还含

有其他一些废弃生化试剂, 如 EDTA、血清蛋白、

NaC l等.这些因子的存在可能会进一步影响热处理

对质粒 DNA消解、破坏效率.

因此, 本文以重组质粒 pET- 28b为实验材料,

以定量 PCR技术结合 DNA转化为手段, 研究了

pH、N aC l浓度、牛血清白蛋白 ( BSA )浓度及 EDTA

浓度对废弃重组质粒 DNA热处理效率的影响. 旨在

了解热处理过程中这些环境因素 (如 pH、无机离

子、废水中的其他有机物质等 )对质粒 DNA降解的

影响,为评价热处理含重组质粒 DNA废水的有效性

与安全性提供参考.

2 实验材料与方法 (M ateria ls and m ethods)

2. 1 质粒、菌种和培养基及质粒 DNA的制备

质粒: pET-28b,质粒的制备与浓度检测参考李

梦南 ( 2008)的方法. 本次实验制备的质粒 DNA浓

度为 44. 2Lg# mL
- 1

, 经计算拷贝数为 7. 6 @ 10
10

copy#LL
- 1

.  

2. 2 N aC l梯度热处理

将浓度为 10
10

copy#LL
- 1
的质粒 DNA分别用质

量分数为 0%、0. 01%、0. 05%、0. 1%的 NaC l溶液

稀释到 10
9

copy# LL
- 1

(自然 pH = 7. 0左右 ) .沸水

浴加热 30m in,然后置于 20e 常温放置 30m in, 最后

置于 0e 冰浴备用.

2. 3 BSA梯度热处理

将浓度为 10
10

copy#LL
- 1
的质粒 DNA分别用质

量分数为 0%、0. 01%、0. 05%、0. 1%的 BSA溶液稀

释到 10
9

copy#LL
- 1

, (自然 pH = 7. 0) . 沸水浴加热

30m in,然后置于 20e 常温放置 30m in, 最后置于

0e 冰浴备用.

2. 4 EDTA梯度热处理

将浓度为 10
10

copy#LL
- 1
的质粒 DNA分别用浓

度为质量分数为 0%、0. 01%、0. 05%、0. 1% 的

EDTA溶液稀释到 10
9

copy# LL
- 1

( pH = 6. 8). 沸水

浴加热 30m in,然后置于 20e 常温放置 30m in,最后

置于 0e 冰浴备用.

2. 5 pH梯度热处理

将浓度为 10
10

copy#LL
- 1
的质粒 DNA溶液分别

用 pH为 4的 HC l溶液和 pH为 7、9的 N aOH溶液

稀释到 10
9
copy#LL

- 1
,沸水浴加热 30m in,然后置于

20e 常温放置 30m in, 最后置于 0e 冰浴备用.

2. 6 质粒 DNA的转化活性以及热处理过程中质粒

DNA降解率检测

根据李梦南等 ( 2008)的方法进行质粒 DNA的

转化活性及热处理过程中质粒 DNA降解率的检测.

2. 7 定量 PCR扩增

质粒 pET-28b中特异性片段的定量扩增方法

参考李梦南等 ( 2008)的方法.
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3 结果 ( Resu lts)

3. 1 N aC l、BSA、EDTA对质粒 DNA热降解效率的

影响

NaC l是生物实验室最常用的化学试剂,必然会

出现在生物实验室的废弃物 (废水 )中, 是无机离子

的代表. DNA由磷酸、碱基、脱氧核糖组成,由于磷酸

在 DNA骨架的外侧, 是极性物质,能溶于水中,而不

易溶于水的碱基则在 DNA骨架的内侧, 因此, DNA

能溶于水且能溶于 NaC l溶液 (Rau et al. , 1984) .

以双蒸水稀释的质粒 DNA 样品沸水加热

30m in的转化子数作为标准, 计算不同浓度 NaC l溶

液稀释后的样品经 30m in热处理后的质粒相对转化

效率,结果见图 1.由图可以看出,不同 NaC l浓度下

的质粒 DNA样品经热处理 30m in后的相对转化效

率有较大的差异,随着 NaC l浓度的增加, 热处理后质

粒 DNA的相对转化效率也有相应的增加.而对照实

验表明,未热处理的质粒 DNA在不同 NaC l质量分数

下的转化结果没有显著的差异 (具体结果未列 ).

图 1 不同 NaCl质量分数条件下加热 30m in后质粒 DNA的相对

转化率

Fig. 1 The tran sform ation efficien cy of p lasm id DNA pET- 28 b und er

d ifferen t ion ic s trength cond it ion s

为进一步说明 N aC l对质粒 DNA热处理效率的

影响,对 N aC l离子强度梯度下热处理 30m in后的质

粒样品经乙醇沉淀后 (去除 NaC l以减少离子强度

对 PCR的结果的影响 )进行定量 PCR分析 (见图

2a) .结果显示,废水热处理过程中离子强度较高的

情况下,残留的未破坏的质粒 pET-28b中的特异性

片段较多,这表明降解效率有所下降. 当质粒 DNA

在质量分数为 0. 1%的 NaC l溶液中进行热处理, 未

被降解的质粒 pET-28可扩增片段数目与在纯水中

进行热处理相差了 1个数量级.

图 2 质粒 DNA在不同 N aC l、BSA、EDTA质量分数条件下热处理

30m in后的质粒可扩增片段浓度

Fig. 2 The ch anges in con cen tration of plasm id DNA pET- 28b after

heat ing for 30 m in w ith differen t am oun ts of NaC l、BSA and

EDTA added

牛血清白蛋白 ( BSA )是常用的生物化学试剂,

起着减少 PCR管对 Taq酶的吸附作用、稳定酶活性

及保护作用;大部分内切酶几乎都在保存液中添加

有 500 Lg#mL
- 1
的 BSA, BSA有改善 PCR结果和稳

定低浓度核酸的作用, 因此, BSA在生物实验室的

废液中普遍存在.

对 BSA浓度梯度下热处理 30m in后的质粒样

品经乙醇沉淀后 (去除一部分蛋白 )进行定量 PCR

分析 (图 2b) . 结果显示, 水溶液中的 BSA对质粒

DNA的保护作用较之 NaC l更为显著, 在纯水中热

处理 30m in后质粒 pET-28b的特异性可扩增片段数

目仅是在 0. 1%的 BSA中热处理的质粒 DNA的可

扩增片段数目的 1. 9%.
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EDTA是一种重要的络合剂, 能和碱金属、稀土

元素及过渡金属等形成稳定的水溶性络合物.在质粒

DNA的分离、转化和鉴定实验中, EDTA被广泛用于

螯合二价金属离子,抑制 DNase的活性,防止 DNA降

解.一般用来保存 DNA的缓冲液中都添加了 EDTA,

它与 DNA在大多数情况下是同时存在的.

对 EDTA浓度梯度下热处理 30m in后的质粒样

品经乙醇沉淀后进行定量 PCR分析 (图 2c) . 结果

显示,水溶液中 EDTA对质粒 DNA起到了很大的保

护作用,在纯水中热处理 30m in后质粒 DNA可扩增

片段数目仅是在 0. 1%的 EDTA中热处理 30m in后

的可扩增片段数目的 1. 7% .

3. 2 pH对废弃质粒 DNA热降解的影响

以双蒸水稀释的质粒 DNA 样品沸水加热

30m in的转化子数作为标准,计算不同 pH溶液稀释

的样品经 30m in热处理后的质粒相对转化效率 (不

同 pH热处理后的样品调回 pH = 7后再进行转化 ) ,

结果见图 3. 由图可以看出, 不同 pH值条件下的质

粒 DNA样品经热处理 30m in后的相对转化效率有

较大的差异. pH值为 7时残留的转化效率最高, pH

值为 9时的转化效率仅为前者的 23% , pH 值为 4

时已基本无法得到转化子.

图 3 不同 pH条件下加热 30m in后质粒 DNA的相对转化率

( pH = 4时,无法得到转化子 )

F ig. 3 The trans form at ion eff iciency of plasm id DNA pET- 28b

under differen t pH cond it ions ( the trans form ants cannot be ob ta ined

if pH is 4 )

4 讨论 ( D iscussion)

4. 1 NaC l、BSA和 EDTA对热处理过程中废弃质粒

DNA结构与活性的保护作用

本研究结果表明,环境中的 NaC l、BSA和 EDTA

浓度对热处理过程中的质粒 DNA均具有一定的保

护作用,使其在热处理过程中免受降解, 从而使热

处理后质粒的残留转化活性提高.

一般 DNA在水中的溶解度随 N aC l浓度的增加

先减小 (当氯化钠溶液浓度达到 0. 14m o l# L
- 1
时达

到最小值 )然后再上升 (W e iskopf , 1977), 为了排除

溶解度的影响,本研究中选取的 N aC l浓度梯度均小

于 0. 14m ol# L
- 1

. 较高的离子浓度有利于保护碱基

之间的连接, 随着 Na
+
浓度的不断提高, 溶液中的

N a
+
会与 DNA发生络合反应,络合反应的产物具有

更高的稳定性, 从而提高了 DNA分子的热耐受性

( Stryer, 1999) .

溶液中加入的 BSA可以维持 DNA结构的稳

定.因为质粒 DNA在 BSA溶液中热处理时, 质粒

DNA会发生热变性,同时 BSA也会发生变性,热变

性使 BSA分子表面巯基含量下降, 分子之间发生缔

合,表面疏水性下降;而且随着剧烈持久的热处理,

导致 BSA的热变性是不可逆的,这样就从某种程度

上竞争性地保护了 DNA受到不可逆的破坏 ( Yun

et al. , 2006).另外, 值得注意的是, 容器中的 DNA

一般会与容器的接触面发生反应, 达到某种均衡.

EP管的材质首先可能吸附核酸, 其次还可以诱导

DNA的结构发生某些变化, 如变性等.在 DNA的浓

度非常高时, 这个现象可能观察不到; 当 DNA浓度

较低时,加入 BSA所产生的稳定核酸的效果就会比

较明显,而 BSA的存在抑制了 EP材料对 DNA的吸

附以及由此诱导的结构变化, 从而保护了 DNA的

结构.

EDTA的主要作用在于抑制样品中的核酸酶对

核酸的破坏; 但在本研究中, 其对 DNA的保护作用

可能是因为 EDTA 与 DNA 结合成某种配合物

( Ko ltover et al. , 1999 ) , 从而保持了 DNA 的稳

定性.

4. 2 pH 对热处理过程中质粒 DNA结构与生物活

性的影响

由于酸碱的使用, 实验室的废弃溶液往往处于

各种 pH 环境中, pH对质粒 DNA的降解有一定影

响 (W eaver, 2000). DNA分子在酸化作用下会发生

DNA构型的转变,在 pH [ 3. 6酸化的条件下, DNA

分子开始发生质子化作用, AT碱基对和 GC碱基对

发生氢键分离,当 pH [ 2. 2酸化时完全分离 (不可

逆 ) .一般而言 RNA在弱酸性更稳定, 而 DNA在弱

碱性更稳定.而实验室排出的强酸碱往往会分开收
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集, 因此, 这里我们仅研究弱酸碱条件对热处理质

粒 DNA的影响,故研究的 pH变化范围在 4 ~ 9之

间 ( C ristina et al. , 2005).

从试验结果来看, 环境中的 pH值对热处理过

程中质粒 DNA的降解具有一定的影响作用, 酸性条

件能加速其降解.这可能是因为 DNA本身在酸性条

件下会产生脱嘌呤作用, 结合热处理的影响使其降

解速率加快 ( L indah,l 1993). 同时, DNA的等电点

为 4~ 4. 5,也就是说 pH在 4~ 4. 5之间溶解度最小

( Lew in, 2000 ), 这点可能也是在 pH 为 4时质粒

DNA的降解速率较快的原因之一.

5 结论 ( Conc lusions)

1)当质粒 DNA在质量分数为 0. 1%的 N aC l溶

液中进行热处理,未被降解的质粒 pET - 28可扩增

片段数目与在纯水中进行热处理相差了 1个数量

级. 溶液中的 N aC l使其在热处理过程中免受降解,

进而具有较高的残留转化活性. 这可能是由于较高

的离子浓度有利于保护碱基之间的连接.

2)环境中的 BSA溶液对热处理过程中的质粒

DNA具有较强的保护作用, 使其在热处理过程中免

受降解,在纯水中热处理 30m in后质粒 DNA的可扩

增片段数目仅是在 0. 1% BSA中热处理的质粒

DNA可扩增片段数目的 1. 9% .

3)环境中的 EDTA对热处理过程中的质粒

DNA有很强的保护作用, 在纯水中热处理 30m in后

的质粒 DNA可扩增片段数目仅是在 0. 1% EDTA

中热处理 30m in后质粒 DNA可扩增片段数目的

1. 7% .

4) pH值对热处理过程中质粒 DNA的降解具有

一定的影响作用,酸性条件能加速质粒 DNA的降解

和失活.

综上所述,由于生物实验室废水中通常含有上

述有机或无机物质, 因此实际热处理过程中质粒

DNA的降解半衰期可能较长, 残留的转化活性也可

能更高,这一点必须引起我们高度关注.
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